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® Analysesystem zur Bestimmung eines Analyten 
In einer fluiden Probe, insbesondere einer KSrper- 
flUssigkeit. mitteis einer speziflschen Bindungsreak- 
tion zwischen zwei bioaffinen Bindungspartnern, von 
denen der eine trSgerfixiert und der andere frei 1st. 
Das System umfaUt Analyseelemente <10). in deren 
Testbereich (13) der tragerfixierte BIndungspartner 
fixiert ist und ein Auswertegerat (1) mit einer refle- 
xionsoptischen MeCeinrichtung zur Erfassung der 
BUS der Bindung des freien Bindungspartners an den 
tragerfixierten Bindungspartner resultierenden 
Schiclitdickenanderung. Eine Erhohung der Mei3ge- 
nauigkeit wird dadurch erreicht. dafi der Testbereich 
(13) raumiich getrennte Teilbereiche (14.15) mit un- 
terschiedlichen Bindungsakti vita ten des tragerfixier- 
ten Bindungspartners aufweist und die reflexionsopti- 
sche Mefleinriciitung die Teilbereiche (14.15) raum- 
iich differenziert erfaCt. wobei die an den Teilberei- 
chen (14,15) gewonnen Mefiwerte mitelnander vergli- 
chen werden. 
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Die Erfindung betrlfft ein Analysesystem und 
eln Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in 
einer fluiden Probe, insbesondere einer Korperflus- 
sigkelt mittels einer spezlfischen Bindungsreaktion 
zweier bioaffiner Bindungspartner. 

Bel der analytischen Untersuchung von Pro- 
ben, insbesondere im medlzinischen Bereich, ha- 
ben Analyseverfahren, die auf der spezifischen Bin- 
dungsreaktion zweier bioaffiner Bindungspartner 
beruhen. zunehmend an Bedeutung gewonnen. 
Spezifisclie BIndungsreaktionen in diesem Sinne 
sind insbesondere immunologische Interaktionen, 
also Wechselwirkungen zwischen Antigenen bzw. 
Haptenen einerseits und Antikorpern andererseits. 
Es konnen jedoch aucii andere spezifische bioaffl- 
ne Wechselwirkungen verwendet werden, wie 
Lektin-Zucker, eine Wlrkstoff-Rezeptor-Wechselwir- 
kung Oder die spezifische Bindung zwisclien Biotin 
und Streptavidin. Im folgenden wird elnfachheits- 
halber, jedoch ohne Beschrankung der Allgemein- 
helt, auf immunologische BIndungsreaktionen Be- 
zug genommen. 

Es sind eine Vielzahl von verschiedenen immu- 
nologlschen Analyseverfahren bekannt. Vielfach 
wird dabei einer der Bindungspartner an einem 
Trager fixiert und im Verlauf der Analyse mit dem 
anderen Bindungspartner in Kontakt gebracht. wo- 
bel der Grad der Bindung des freien Bindungspart- 
ners an den trSgerfixierten Bindungspartner ein 
MaJ3 fUr die Analyse ist. Dabei kann der zu bestim- 
mende Analyt selbst der freie Bindungspartner 
sein. Der freie Bindungspartner kann aber auch ein 
Beslandtell des Reagenzsystems sein, welcher di- 
rekt Oder indirekt mit dem Analyten wechselwirkt, 
so da0 seine Bindung an den festen Bindungspart- 
ner fOr die Konzentration des Analyten charakteri- 
stisch ist. Die Erfindung bezieht sich unabhangig 
vom spezifischen Verfahrensablauf allgemein auf 
Analyseverfahren, be! denen die Bindungsreaktion 
zwischen einem tragerftxierten Bindungspartner 
und einem freien Bindungspartner ein Ma/3 fOr die 
Bindeaktivitat des Analyten in der Probe ist. 

Bel derartigen Verfahren wird der Nachweis der 
Bindung des freien Bindungspartners an den 
festphasenflxierten Bindungspartner ubilcherweise 
dadurch ermoglicht, dafi der freie Bindungspartner 
, mit einem Markierungsbestandtell ("Label") mar- 
kiert ist. Gebrauchlich ist Insbesondere die Markle- 
rung mit einem Enzym oder mit einem fluoreszie- 
renden Bestandteil. Die dadurch emnogllchte indi- 
rekte Beobachtung der Bindung erlaubt Analysen 
mit hoher SpezifltSt und Empfindlichkelt, hat jedoch 
auch erhebliche Nachteile. Insbesondere erfordert 
der Nachweis der Fluoreszenzmarkierung einen er- 
heblichen apparativen Aufwand. Der Nachweis ei- 
nes Enzyms erfordert einen speziellen Reaktlons- 
schritt, durch den die Analysedauer verlSngert und 
der Reaktionsablauf komplizierler wird. 



Insoweit sind Verfahren, die eine unmittelbare 
Beobachtung der Bindung eines freien Bindungs- 
partners an einen tragerfixierten Bindungspartner 
eriauben. Uberlegen. Insbesondere ist vorgeschla- 

5 gen worden, durch reflexionsoptlsche Techniken 
die Zunahme der Schichtdicke einer extrem dun- 
nen Schicht mit dem tragerfixierten Bindungspart- 
ner durch die Bindung des freien Bindungspartners 
zu beobachten. Ein Oberblick uber diese Techniken 

JO wird gegeben in J. W. Sadowski: "Review of optica! 
methods In Immunosensing", SPIE, Vol. 954 Opti- 
cal testing and Metrology II(1988),413-419. 

Ein Analysesystem auf dieser Basis besteht 
allgemein aus Analyseelementen und einem hierauf 

75 speziflsch abgestimmten Auswertegerat. Die Analy- 
seelemente haben einen Testbereich, der mit der 
Probe kontaktiert wird und in dem der erste Bin- 
dungspartner in extrem dunner Schlchtstarke tra- 
gerfixlert Ist. Das Auswertegerat hat eine reflexions- 

20 optlsche Mefieinrichtung zur Erfassung einer aus 
der Bindung des zweiten Bindungspartners an den 
ersten Bindungspartner resultierenden Schichtdik- 
kenanderung und eine Qblicherweise mikroprozes- 
sorgesteuerte Auswerteeinheit zur Ermittlung des 

25 Anaiysewertes aus der Schichtdickenanderung. 
Wegen weiterer Einzeiheiten wird auf den zitierten 
Artikel und die darin referierten Originaiarbeiten 
Bezug genommen, 

Eines der reflexionsoptischen Verfahren, die fUr 

30 immunologische Analysen vorgeschlagen wurden, 
ist die Oberflachenplasmonenresonanz. im folgen- 
den kurz als SPR (surface plasmon resonance) 
bezeichnet. Dabei besteht das Analyseelement, 
welches vielfach auch als "optlscher Immunsensor" 

35 bezeichnet wird, aus einem durchsichtlgen dielek- 
trlschen Material, auf dem In sehr geringer Schlcht- 
starke (typischerweise 50 nm) eine metalllsch lei- 
tende Schicht auf gebracht ist, welche ihrerselts di- 
rekt Oder indirekt den tragerfixierten Bindungspart- 

40 ner tragt. Urn die Anregung von Oberflachenplas- 
monen zu emnoglichen, ist die metalllsierte Ober- 
flache ubiicherwelse entweder Bestandteil eines 
Prismas Oder die metalllsierte Oberflache Ist als 
optlsches GItter strukturlert. Eine solche zur Erzeu- 

45 gung von Oberflachenplasmonen geeignete Anord- 
nung wird im folgenden zusammenfassend als 
"Plasmonenkoppleranordnung" bezeichnet. 

Das Analyseelement kann mit dem Auswerte- 
gerat fest verbunden sein. Bevorzugt werden je- 

50 doch auswechselbare einmaivenwendbare 
(disposible) Analyseelemente eingesetzt. Im Falle 
der SPR lam sich ein fUr eine Plasmonenkopple- 
ranordnung erforderliches optisches Gitter kosten- 
gOnstig und prazise mit Hilfe des "injection-mol- 

55 ding"-Verfahrens herstellen. 

Es sind bereits eine Reihe optlscher Immun- 
sensoren vorgeschlagen worden. Verwiesen sei 
insbesondere auf die EP-A-0 112 721 und die EP- 
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A-0 276 142, in denen sine Vielzahl von geeigneten 
Analyseverfahren beschrieben werden, sowie auf 
die EP-A-0 254 575, die auf Einzelhelten der Er- 
zeugung geeigneter Gitterstrultturen eingeht. Mit 
apparativen Fragen der refiexionsoptischen MeB- 
auswertung befa/St sich beisplelsweise die EP-A-0 
341 927. 

Ein besonderes Problem der be!<annten opti- 
sclien immunsensoren besteht darin, da/J die Mee- 
genauigl<eit durcli unspezifische Bindungen we- 
sentiicii beeintraciitigt wird. Da die genannten refie- 
xionsoptischen Messungen lediglich die Scliiclit- 
stari<e im MeiSberelch undiflerenziert erfassen, fuhirt 
jede unspezifisclne (fur die Analyse niclit ciiarakte- 
ristische) Bindung irgendwelciier Bestandteiie der 
Probenflussigl<eit in dem Testbereich zu einer Ver- 
falschung des Meflergebnisses. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die 
Genauigi<eit optischer Immunsensoren, insbeson- 
dere hinsiclitlicii der Mefifehler durch unspezifiscfie 
Bindungen, zu verbessern. 

Die Aufgabe wird durcln ein Analysesystem ge- 
maB Anspruch 1 und durcii ein Verfahren gemSB 
Anspruch 11 gelSst. 

Der TestlDereicli ist so ausgebildet. 6aB eine 
darauf aufgegebene Probe die verschiedenen Teil- 
bereiclie l<ontaktiert, so daS eine Vergieiclismes- 
sung mogiicli ist. Weiter ist wesentlicli. daB die 
Teilbereiche bezOgiich unspezifisclner Bindungen 
des zweiten Bindungspartners Shnliclie Eigenscliaf- 
ten liaben. Dadurch, daB die DickenSnderung in 
den verschiedenen Teiibereichen mit Hilfe der re- 
flexionspliotometrisclien MeBeinrichtung getrennt 
erfafit und miteinander verglichen wird, konnen die 
Einflusse unspezifischer Bindungen ellminiert wer- 
den. Zugleicii gibt die raumlich differenzierte refle- 
xionsphotometrlsche Messung vielfacli die Mog- 
liclil<eit, Oberflachenfehler, die die Auswertung sto- 
ren konnten, zu eliminieren. 

Der Begriff "Bindeaktivitat" bezieht sich allge- 
mein auf die Fahigkeit des in den Teiibereichen 
fixierten Bindungspartners, den freien Bindungs- 
partner zu binden. Sie VaBX sich auf verschiedene 
Weise beeinflussen. Die Konzentration des tragerfi- 
xierten Bindungspartners kann unterschledlich sein. 
Die Bindeaktivitat kann aber auch von anderen 
EinfluCgroBen, Insbesondere der aus sterischen 
Grunden unterschiediichen Erreicht>arkelt der Bin- 
dungsstellen abhangen. Die Bindeaktivitat in den 
Teiibereichen kann sich sowohl bezilglich der ma- 
ximalen BindekapazitMt, als auch kinetisch, also 
bezUglich der Bindegeschwindigkeit. unterschei- 
den. 

Die Teilbereiche k5nnen grundsStzlich mit Ab- 
stand voneinander in dem Testbereich des Analy- 
seelements angeordnet sein. Aus meBtechnlschen 
und herstellungstechnischen GrUnden ist es jedoch 
bevorzugt. wenn sie unmittelbar aneinandergren- 



Im allgemeinsten Fall kann der Testbereich 
zwei Oder einige wenlge Teilbereiche aufweisen, 
die sich jeweils voneinander bezuglich der Binde- 
5 aktivitat des tragerfixierten Bindungspartners unter- 
scheiden, jedoch ahnliche Eigenschaften bezuglich 
unspezifischer Bindungen haben. Bevorzugt ist 
eine Ausfuhrungsform, bei der der Testbereich eine 
Vielzahl von Teiibereichen unterschiedlicher Binde- 
10 aktivitat aufweist, die sich zwei oder mehreren Sat- 
zen von Teiibereichen zuordnen lessen, wobei Im 
Regelfall jeder Satz mehrere Teilbereiche umfafit. 
Dabei haben die Teilbereiche des gleichen Satzes 
jeweils die gleiche Bindeaktivitat des ersten Bin- 
75 dungspartners und die Teilbereiche verschiedener 
Satze unterschiedliche Bindeaktivitaten des ersten 
Bindungspartners. Vorzugsweise sind die Teilberei- 
che verschiedener Satze in dem Testbereich alter- 
nlerend angeordnet, wobei eine regelmafiig alter- 
20 nierende Anordnung (A.B.C, A.B.C. A,B,-) bevor- 
zugt, jedoch nicht notwendig ist 

Die Erfindung wird im folgenden anhand eines 
in den Figuren schematisch dargestellten Ausfuh- 
rungsbeispiels naher erISutert. Es zeigen: 
25 Fig, 1 ein erflndungsgemaBes Analysesy- 
stem in perspektivischer Ansicht, 
Fig. 2 eine Prinzipdarstellung zur ErlSute- 
rung des bei der Erfindung angewand- 
ten MeCverfahrens, 
30 Fig. 3 einen vergroBerten Ausschnitt aus Rg. 
2, 

Fig. 4 eine Aufsicht auf einen Testbereich, . 
Fig. 5 eine graphlsche Darstellung der Wln- 
kelabhangigkeit des gemessenen In- 
35 tensitatsstgnals fur zwei verschiedene 

Teilbereiche, jeweils vor und nach der 
spezifischen Bindungsreaktion, 
Fig. 6 den zeitlichen Verlauf des Signalmini- 
mums aus Fig. 5 fur zwei verschiede- 
40 ne Teilbereiche. 

Fig, 7 eine Aufsicht auf eine weitere Ausfiih- 

rungsform eines Analyseelementes. 
Das in Rg. 1 dargestellte Analysesystem be- 
steht aus einem AuswertegerSt 1 und Testtragern 
45 10, von denen in der FIgur nur einer dargestelit Ist. 

Das AuswertegerSt 1 hat einen Adapter 2 zur 
Aufnahme eines Testtragers 10. Eingabeelemente, 
beisplelsweise In Form von Tasten 3,4 und eine 
Einrichtung zur Ausgabe von Analyseergebnissen, 
50 beisplelsweise ein Display 5. 

Das Analyseelement 10 hat eine Tragschicht 
11, auf deren im Bild oberen Oberflache 12 ein 
Testbereich 13 vorgesehen ist, der im vorllegenden 
Falle aus zwei Teiibereichen 14 und 15 besteht, 
55 welche eng benachbart sind. 

Zur Benutzung wird das Analyseelement 10 in 
den Adapter 2 eingelegt und die Probe wird derar- 
tig auf den Testbereich 13 aufgebracht. daB sie mit 
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beiden Tellbereichen 14 und 15 in Kontakt steht. 
Urn dies zu erieichtern, hat der Testbereich 13 
vorzugsweise eine gerlnge Flachenausdehnung von 
typischerweise weniger ais 6x6 mm. 

Fig. 2 zeigt in einer starl< abstraliierten Darstel- 
lung Einzellieiten einer geeigneten Mefianordnung 
antiand eines Labormuster. 

Die dargestellte refiexionsoptische Me^einricli- 
tung 20 ist zur Oberfiachenplasmonenmil<roskopie 
ausgebildet. Sie bestelit im wesentiichen aus ei- 
nem Laser 21 einschlie/Jiich elektronischer An- 
steuerungseinheit 21a, einer Sammelllnse 22, ei- 
nem CCD-Array 23 und einer Bildanalyseeinricli- 
tung 24. Die Ansteuereinheit 21a und die Bildanaly- 
seeinriclitung 24 sind Bestandteile der insgesamt 
mit 25 bezeiclineten zwecl<ma6igerweise mikropro- 
zessorgesteuerten eiel<tronischen Schaltung des 
Gerates, die auCerdem eine Auswerteeinlneit 26 zur 
Auswertung der MeiBsignale entlialt. Die Auswerte- 
einheit 26 enthalt u.a. eine Vergleichseinheit zum 
Vergleicli der an den Teilbereichen 14.15 des Test- 
bereichs 13 gewonnenen Mefisignale. 

Der von dem Laser 21 ausgehende Primar- 
strahl 28 fallt unter einem Winkel B zur Flachennor- 
malen 16 des Testbereicfies 10 ein. Das reflektierte 
Liclit wird von der Linse 22 auf das in der Bildebe- 
ne angeordnete CCD-Array abgebildet. 

Urn In dem Testberelcl?i 13 Plasmonen anzure- 
gen, ist eine insgesamt mit 30 bezeichnete Plas- 
monenkoppieranordnung vorgeselien, welche im 
dargestellten Fall aus einem Prisma 31 in 
Kretsclimann-Anordnung, einer dielektrischen op- 
tiscli transparenten Tragscliicht 32 und einer dQn- 
nen Metallschicht 33 besteiit. die auf der von dem 
Prisma 31 abgewandten Selte der Tragscliicht 32 
aufgedampft ist. 

Der Schichtaufbau ist in Fig. 3 deutlicher zu 
erkennen, welciie eine vergrofierte Aussclinittsdar- 
stellung von Fig. 2 zeigt. Dabei ist auch eine dunne 
Sciiiclit einer sogenannten Indexflussigkeit 34 zu 
erkennen, die den gleiclien Brecliungsindex wie 
das Prisma 31 und die Tragschicht 32 liat und 
diese beiden Teile ohne optische Brechung verbin- 
det Aufierdem erkennt man in Fig. 3. dalS die 
Metallscliiclit 33 bei der dargestellten bevorzugten 
Ausfulirungsform aus einer dunnen Unterscliicht 
33a aus Chrom und einer etwas dickeren oberen 
Schicht 33b aus Gold besteht. 

Bei dem in Fig. 2 dargestellten Labormuster Ist 
die Tragschicht 32 Tell einer KUvette 36. durch die 
eine ProbenflUssigkeit in der In Fig. 2 durch Pfeile 
angedeuteten Welse geleltet warden kann. Dies ist 
fUr grundlegende Untersuchungen der der Erfin- 
dung zugrundeliegenden Verfahrensweise zweck- 
mSfiig. Bei einer kommerziellen AusfOhrungsform 
wird das Anatyseeiement 1 0 mit seiner Tragschicht 
11 auf das Prisma 31 derartig aufgelegt, dai3 sein 
Mefibereich 13 von dem Primarstrah! 28 des La- 



sers 21 beleuchtet wird. Vorzugsweise wird fUr die 
Plasmonenkoppleranordnung statt des Prismas 31 
eine optische Gitterstruktur verwendet, welche 
durch "injection molding" in die Tragschicht 11 des 

5 Analyseelementes 1 0 eingeprSgt Ist. 

EInzelheiten der 
OberflSchenplasmonenresonanz-Technlk sind, wie 
einleitend dargelegt, bekannt. Es genUgen deshalb 
einige grundlegende Eriauterungen zur Funktions- 

10 weise der dargestellten Mefivorrichtung. 

Oberflachenplasmonen sind kollektive Anre- 
gungszustande der Elektronen in einem MetaM, hier 
der Metallschicht 33. Sie konnen mittels einer Plas- 
monenkoppleranordnung resonant durcfi Laserlicht 

15 angeregt werden. Resonanz zwischen dem einge- 
strahlten Licht und den Plasmonen tritt ein. wenn 
die diesbezugliche Resonanzbedingung erfuHt ist, 
wonach die Energie und der Impuls der P-polari- 
sierten, flachenparallelen Komponente des einge- 

20 strahlten Lichts gleich der Energie und dem Impuls 
der Oberflachenplasmonen ist. 

Die SPR stellt ein empfindiiches Instrument 
zum Studium extrem dunner Schichtstarken dar. 
well der Plasmonenlmpuls (und damit bei gegebe- 

25 nem Primarlichtstrahl der Resonanzwinkel e) in kri- 
tischer Weise von den Elgenschaften der Metall- 
oberflache, insbesondere dem Brechungsindex und 
der Dicke einer auf der ISIetallschlcht vorhandenen 
Beschichtung abhangt. Deswegen ermogllcht die 

30 SPR eine hochempfindllche Schichtdickenanalyse. 

Wahrend die OberflSchenplasmonenresonanz 
(SPR) lediglich eine integrierte Beobachtung des 
von dem Laserstrahl beleuchteten MeCbereichs er- 
moglicht, eriaubt die Oberfiachenplasmonenmikro- 

35 skopie (SPM) eine raumlich differenzierte Charakte- 
risierung der Schichtdickenvertellung. Einzelheiten 
dieser Technik sind den folgenden Publikationen zu 
entnehmen: 

- DE-A-37 20 387 

40 - B. Rothenhausler, W. Knoll 

"Surface-plasm on microscopy" Nature, VoL 
332, No. 6165, pp.61 5-617 (1988) 

- W. Hickel, B. Rothenhausler, W. Knoll: 
"Surface plasmon microscopic characteriza- 

45 tion of external surfaces", JAppl.Phys. 66 

(1989) pp.4832-4836 

- W. Hickel, W. Knoll 

"Surface plasmon optical characterization of 
lipid monolayers at 5um lateral resolution", 
50 J.Appl.Phys. 67 (1990) 3572ff. 

Charakteristlsch fOr die SPIVI ist. da/3 das re- 
flektierte Licht mit Hilfe einer Linse auf eine Bild- 
ebene abgebildet wird. Mit anderen Worten wird 
das reflektierte Licht Fourier-ruckkonvertiert in den 
55 Ortsraum. Die dadurch erzeugte Abbildung der 
Probenflache kann auf verschiedene Weise beob- 
achtet werden. Beispiels weise kann ein iichtemp- 
findliches Element in der Bildebene bewegt wer- 
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den, um an verschiedenen Positionen die reflsktier- 
te Intensitat abzutasten, Vorzugsweise wird jedoch 
eine zweidimenslonal ortauflOsende lichtempflndli- 
che Anordnung, beispielsweise ein CCD-Array in 
der Blldebene positioniert und die eriialtenden Si- 
gnale werden mit ubiiclien bildanalytischen Verfah- 
ren ausgewertet. 

Weitere Einzellieiten sind In den genannten 
Arbeiten beschrieben, in denen die SPM zur Cha- 
rakterlsierung verschiedener Schichtstrukturen ein- 
gesetzt wird. Die Verwendung fCir chemisch-analyti- 
sciie Zwecke wird darin nicht angesprochen. 

Der Testbereich mit den Teilbereichen unter- 
schiedliclier Bindeaktivitat kann insbesondere mit 
Hilfe einer Langmuir-Blodgett-Technik (LB-Technik) 
prapariert werden. Diese Technik ist bekannt (z.B. 
H. Kulnn, D. Mobius, H. Bucher in: "Physical Me- 
thods of Chemistry" A. Weissberger und B.W. Ros- 
siter. Edit., Wiley-lnterscience, New York (1972) 
Vol.1) und wurde auch in den zitierten Arbeiten 
eingesetzt, um Lipid-Monoschichten zu erzeugen. 
Dabei wird die naturliche Tendenz amphiphiler, d.h. 
oberflachenaktiver. organischer Molekule. sich an 
einer Wasser-Luft-Grenzflache selbst zu organisie- 
ren. ausgenutzt. Eine Losung einer solchen Sub- 
stanz wird auf einer reinen WasseroberflSche aus- 
gebreitet ("gespreitet"). wobel der polare Teil des 
MolekOls, die sogenannte hydrophile Kopfgruppe, 
zum Wasser hin gerichtet ist, wShrend der unpola- 
re Teil (typischerweise eine hydrophobe Kohlen- 
wasserstoffkette) zur Luft hin orientiert ist Die bei 
dem Spreiten auf der WasseroberflMche spontan 
gebildete monomolekulare Schlcht I5fit sich mittels 
einer beweglichen Barriere komprimieren. 

Mit einem solchen Verfahren laSt sich, wie im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung festgestellt 
wurde, ein Testbereich erzeugen, der aus einer 
Monoschicht von MolekUlen besteht, an denen ein 
btoaffiner Bindungspartner fixiert ist. Dabei bildet 
die Monoschicht Teilbereiche mit hoherer und 
niedrigerer Bindeaktivitat des Bindungspartners im 
Sinne der vorliegenden Erfindung. Im einzelnen 
wird dazu folgendermaeen vorgegangen. 

Auf einer reinen Wasseroberflache wird eine 
Lipid-Verbindung. beispielsweise Dimyristoylphos- 
phatidylathanolamin (DMPE) gespreitet, wobei dor 
Losung ein verhaltnismaiSig geringer Tell 
(typischerweise etwa 5%) des Upids beigemischt 
ist, an das der jewel lige Bindungspartner 
(beispielsweise dutch kovalente Bindung Qber eine 
Spacer-Gruppe an die Kopfgruppe des Lipld-Mole- 
kUls) gebunden ist. Wenn der Bindungspartner bei- 
spielsweise Biotin Ist. wird ein entsprechend bioti- 
nyliertes Lipid (im konkreten Fall biotinyliertes 
DMPE) eingesetzt. Bei der Kompression einer sol- 
chen Monoschicht auf der 

WasseroberflSche entstehen zwei 

(zweidimensionale) Phasen, namlich kristalline Be- 
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reiche in einer fluid-amorphen Matrix. Anhand von 
Druck-Rachendlagrammen iS/Jt sich ein breiter Ko- 
existenzbereich dieser beiden Phasen feststellen. 
Die beiden Phasen weisen gegenUber dem Bin- 

5 dungspartner Streptavldin eine unterschiedliche 
Bindeaktivitait auf. 

Der auf der Wasseroberflache gebildete LB- 
Monofilm kann durch einfaches Ein- und Austau- 
chen auf eine teste Tragschicht ubertragen werden. 

10 Durch Vielfach-Tauchen lassen sich auch Multi- 
schichten aufbauen. Im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ist jedoch eine sehr geringe Schichtstar- 
ke, vorzugsweise eine Monoschicht, vorteilhaft. 

Nach dem Austauchen bilden die hydrophoben 

75 Kettenenden an Luft einen stabilen Abschlufi des 
LB-Films. Die Stabilitat laBt sich dadurch verbes- 
sern, daB polymerisierbare Lipide verwendet wer- 
den. Dam it la/Jt sich sowohl eine Quervernetzung 
innerhalb der Lipidschicht, als auch eine kovalente 

20 Verknupfung der polaren Kopfgruppen zum Sub- 
strat erreichen. 

Bei der Analyse wSssriger Proben ist es erfor- 
derlich. den LB-Film nach der Obertragung auf die 
Tragschicht standig in Kontakt mit einer wSssrlgen 

25 Phase zu halten. Es besteht jedoch die Moglich- 
keit. sie durch Herstellung kovalenter Verbindungen 
(z.B. durch nachtragliches Polymerisieren) zu stabi- 
lisieren. 

Die Struktur eines solchen Testbereichs ist in 

30 Fig, 3 symbolisch dargestellt. Die Lipidmolekule 37 
bilden eine Lipid-Monoschicht 35. Sie sind in den 
kristallinen Teilbereichen 38 strong geordnet (in der 
Figur wird die Ordnung durch gerade Linien an den 
Molekuldarstellungen symbolisiert), wahrend sie in 

35 den fluid-amorphen Teilbereichen weniger geordnet 
sind (in der Figur durch gewellte Linien dargestellt). 
Die kristallinen Teilbereiche 38 weisen eine gerin- 
gere Bindeaktivitat gegenuber Streptavidin als die 
fluid-amorphen Teilbereiche 39 auf. 

40 Die Anordnung der Teilbereiche 38,39 in dem 

Testbereich 13 ist in Fig. 4 in einer nicht maflstSbll- 
chen Prinzipdarstellung gezeigt. Die kristallinen 
Teilbereiche 38 sind inselartig in der fluid- 
amorphen-Matrix verteilt. In diesem Fall hat der 

45 Testbereich 1 3 also eine Vielzahl von Teilbereichen 
38 mit gerlngerer Bindeaktivitat des tragerfixierten 
Bindungspartners und einen zusammenhangenden 
Teilbereich 39 mit einer hohen Bindeaktivitat des 
tragerfixierten Bindungspartners. 

50 Infolge dieser unterschledlichen Bindeaktivitat 

des Biotlns (fixierter Bindungspartner) in den Teil- 
bereichen 38 und 39 wird das hiermit spezifisch 
bindungsfahige Streptavidin 41 (freier Bindungs- 
partner), welches in einer Probenflussigkeit 42 ent- 

55 halten ist, in dem Teilbereich 39 in starkerem MaBe 
spezifisch gebunden als in den kristallinen Teilbe- 
reichen 38. Im Gegensatz dazu ist die unspezlfi- 
sche Bindung an der als Substrat fOr die Fixierung 

5 
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des ersten Bindungspartners dienenden Upid-Mo- 
noschicht 35 Uberall praktisch gleich 1st. 

HIerdurch laflt sich die spezifische Blndungsre- 
aktion ©xakt und unter weitgehender Elimination 
von durch unspezifische Bindungen verursachten 
Mefifehlern auswerten. Dabei kann wie folgt vorge- 
gangen werden. 

Vor Beginn und wMlirencI der Bindungsreaktion 
werden SPM-BUder als Funktion des Winkels e mit 
Hilfe des CCD-Arrays 23 aufgenommen und mit 
der BiJdanaiyseeinrichtung 24 analyslert. Dadurch 
kann die IntensitSt des reflektierten Lichts in Ab- 
hangigkeit vom Refiexionswinkel raumlich differen- 
ziert fOr die Teilbereiche 38,39 beobachtet werden. 
Fig. 5 zelgt vier derartige Kurven, wobei die Inten- 
sitat in willkurliclnen (aber fur alle Kurven gleichen) 
Einheiten gemittelt uber Flaciienelemente von je- 
weils 20um x 20um in den jeweiligen Teilberei- 
chen gegen den Refiexionswinkel aufgetragen ist. 
Die einzetnen Kurven betreffen dabei folgende Fai- 
le: 

a) (offene Kreise): IVIatrixberelch in Streptavidin- 
freier Probenflussigkeit, 

b) (offene Dreiecke): Kristalline Bereiche in 
Streptavidin-freier Probenflussigkeit, 

c) (gefullte Dreiecke): Kristalline Bereiche im 
Gleichgewiclit mit Streptavidin-haltiger Proben- 
flussigkeit, 

d) (gefullte Kreise): Matrixbereich im Gleichge- 
wicht mit Streptavidin-haltlger Probenflilssigkeit. 

Die Kurven zelgen das fUr Beobachtungen der 
OberflSchenplasmonenresonanz typische Minimum 
beim Resonanzwinkel. HIer wird nahezu die voll- 
stSndige eingestrahlte Energie zur Anregung von 
Plasmonen verbraucht. Das Anwachsen der 
Schichtdlcke durch die Bindung des Streptavidins 
fuhrt zu einer Verschiebung des MInimums. Dabei 
kann der Anteil der spezifischen Bindung durch 
Verglelch der Verschiebung in dem biotinreichen 
Teilberelch (Pfeil 45) mit der entsprechenden Ver- 
schiebung in dem biotinarmen Teilbereich (Pfeil 
46) gegenuber dem EinfluB der unspezifischen Bin- 
dung differenziert werden. 

Da die dargestellten Kurven den bekannten 
SPR-Abtastungen aquivalent sind und deswegen in 
ubiicher Weise durch Fresnel-Rechnungen vergli- 
chen werden konnen, laist sich die Dickenzunahme 
sogar quantitatrv auswerten. Unter der Annahme, 
dafi die beiden koexistierenden Phasen den glei- 
chen Brechungsindex von neti = 1.5 haben, ergibt 
sich aus den Verschiebungen 45 und 46 fOr den 
starker bindeaktlven fluid-amorphen Teilbereich 39 
ein DIckenzuwachs von 3,4 nm, fUr den weniger 
bindeaktiven Teilbereich 38 ein DIckenzuwachs von 
1,8 nm. 

Bel der analytischen Untersuchung von Proben 
wird ublicherweise eine Kalibration durchgefUhrt, 
bei der eine physikallsche MeOgrofie des jeweili- 



gen Verfahrens far eine Oder mehrere Standard- 
flUssigkeiten, in denen der Analyt In bekannter 
Konzentration enthalten ist, bestimmt wird. Bel der 
Erfindung kann als MefigrbBe in diesem SInne die 

5 Differenz der Verschiebungen des Minim urns zwi- 
schen den Teilbereichen unterschiedlicher Binde- 
aktivitSt des ersten Bindungspartners verwendet 
werden. Es sind jedoch auch kompllziertere Algo- 
rithmen moglich, durch die die MeOsignale der 

70 verschiedenen Teilbereiche in Relation zueinander 
gesetzt und zu einer fur die Kalibration geeigneten 
physikalischen Me/3gr60e verarbeitet werden. 

Fig. 6 zeigt fur die beiden Teilbereiche unter- 
schiedlicher Bindeaktivitat die zeitliche Verande- 

75 rung des Resonanzwinkels, wobei wiederum die 
Kreise die Mepwerte des Bereiches mit hoher 
Biotin-Bindeaktivitat und die Dreiecke die Mefiwerte 
der Bereiche mit niedriger Biotin-Bindeaktivitat be- 
zeichnen. Dabei entspricht ein hoherer Winkel ei- 

20 ner hoheren Schichtstarke. 

Man erkennt. dafi der amorphe Teilbereich mit 
hoher Bindeaktivitat des fixierten Bindungspartners 
zunachst eine niedrigere Schichtstarke hat, diese 
aufgrund der spezifischen Bindung des Streptavi- 

25 dins dann aber schnell anwSchst und nach etwa 
0.5 Std. die Dicke der Teilbereiche mit hoher Bin- 
deaktivitat des fixierten Bindungspartners Ubertrifft. 
Im weiteren Verlauf nShern sich die Kurven assym- 
totisch dem Gleichgewichtszustand. Dieses Verhal- 

30 ten lafit sich analytisch vorteilhaft nutzen. In der 
Anfangsphase ist die Kinetik der Bindung zwischen 
den beiden Teilbereichen besonders deutlich ver- 
schieden. Eine kinetische Messung der Dickenzu- 
nahme eriaubt deshalb eine besonders gute Diffe- 

35 renzierung, d.h. man gewinnt ein storungsarmes 
Nutzsignal. Aufierdem wird die MeBzeit erheblich 
reduziert, well eine verhaltnisma/3ig kurze kineti- 
sche Messung zu Beginn der spezifischen Bin- 
dungsreaktion ausreicht. 

40 Damit ist gezeigt, dafi sich die Bindeakti vita ten 

der Teilbereiche 38 und 39 sowohl hinsichtlich der 
maximalen Bindekapazitat, d.h. der Menge des pro 
Flacheneinheit maximal gebundenen freien Bin- 
dungspartners Streptavidin, als auch hinsichtlich 

45 der Kinetik des Bindevorgangs unterscheiden. Auf 
welche Einflusse diese Unterschiede im Beispiels- 
fall zuruckzufuhren sind. ist nicht vollstandig aufge- 
kiart. Es ist jedoch anzunehmen, daiS die Konzen- 
tration des biotinylierten Lipids in den kristallinen 

50 Bereichen 38 geringer ist als in dem fluid-amorp- 
hen Teilbereich 39, und daB auch die sterlsche 
ZugSnglichkeit In den kristallinen Teilbereichen 
durch die kristalline Pakkung erschwert ist. 

Die Struktur des LB-Films, welcher bei dem 

55 anhand der Figuren 2 und 3 beschrlebenen Labor- 
muster verwendet wurde, ist unregelmaBig und ver- 
haltnismafiig kompliziert (vgl. Fig.4). Fur die prakti- 
sche Anwendung der Erfindung Ist eine einfachere 
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Struktur des Testberelchs bevorzugt. Beispielswei- 
se ist in Fig. 7 ein Analyseelement 10' dargestellt, 
dessen Testbereich 13' eine Mehrzahl von strelfen- 
f6rmigen Teilbereiclien aufweist, die mit 14' bzw. 
15* bezeichnet sind. Die TeHbereiche 14a' bis 14c' 
bilden einen ersten Satz A, wSiirend die Teilberei- 
che 1 5a' bis 1 5c' einen zweiten Satz B von Teilbe- 
reichen bilden. Die Teilbereiclie beider Satze un- 
tersclieiden sich In der Bindeaktivitat des tragerfi- 
xierten Bindungspartners. 

Die in Fig. 7 dargestellte streifenformige Struk- 
tur der Teilbereiche ist eine mogliche Ausfuhrungs- 
form einer eindimensional alternierenden Struktur. 
Durchi eine sotclie Struktur wird im Vergleicfi zu 
Giner zweidimensionalen Verteilung, wie sie in Fig. 
4 dargestellt ist, die raumlich differenzierte Erfas- 
sung der Teilbereiche erieichtert. im Falle der Aus- 
wertung mittels SPM kann beisptelsweise statt des 
in Rg. 2 eingezeichneten CCD-Array eine lineare 
Anordnung lichtempfindlicher Elemente benutzt 
warden. Dabel wird statt der spliarlschen Linse 22 
zweckmafiigerweise eine Zylinderlinse zur Abbil- 
dung verwendet. Damit wird der Aufwand fur die 
Bildanalyse eriieblich reduziert. 

Aucli zur Auswertung eindimensional aKernle- 
render Teilbereiche kann jedoch vortellhaft eine 
zweidlmensionale Anordnung Hchtempfindlicher 
Elemente (also beispielsweise ein CCD-Array wie 
dargestellt, jedoch in Verbindung mit einer Zylin- 
derlinse) verwendet werden. Dabel wird eine Zylin- 
derlinse so angeordnet, daj3 die eindimensionale 
Struktur streifenformig in der Bildebene abgeblldet 
wird. Die zweite Dimension eriaubt dabei die Analy- 
se der Winkelabhangigkeit der reflektierten Intensl- 
tSt ohne Bewegung des Primarstrahis. 

Eine Anordnung zweier grofierer Teilbereiche, 
wie sie in Fig. 1 dargestellt ist, Iaj3t sich mit Hilfe 
der LB-Technik erzeugen, indem die Tragschicht 
11 zweifach, von zwei gegeniiberliegenden Kanten 
her. teilweise eingetaucht wird. 

Allgemein kann der Testbereich mIt den ver- 
schiedenen Teilbereichen jedoch auch in anderer 
Weise erzeugt werden, sofern nur sichergestellt ist, 
dai3 die Schichtstarke der den ersten Bindungspart- 
ner enthaltenden Schicht in den Teilbereichen so 
dunn ist. da/3 sich ihre Zunahme durch die spezifi- 
sche Bindung mit dem freien Bindungspartner mit 
Hilfe des jeweiligen reflexionsoptischen Mefiverfah- 
rens mit ausreichender Genauigkeit auswerten ISBt 
und solange die verschiedenen Teilbereiche sehr 
Shnliche Eigenschaften bezOglich unspezifischer 
Bindungen haben. Beispielsweise kOnnen Druck- 
techniken (insbesondere die DUsenstrahi-Druck- 
technik (Ink-Jet)) oder Photomasken-Techniken ver- 
wendet werden. 

Die Wahl des reflexionsoptischen Me/Jverfah- 
rens hSngt unter anderem von der Anordnung und 
GrSfie der Teilbereiche in dem Testbereich ab. 
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Im Falle der OberflSchenplasmonenresonanz 
genUgt das Ubiiche SPR-Verfahren. sowelt die Teil- 
bereiche so groB sind, daJ5 sie getrennt mit einem 
Laserstrahl beleuchtet und die dabei gewonnenen 

5 Reflexionsintensitaten getrennt ausgewertet werden 
kSnnen. Besonders bevorzugt ist jedoch die SPM- 
Technik. Sie eriaubt eine sehr fein aufgeloste 
raumlich differenzierte Erfassung der Teilbereiche 
(Ortsauflosung auf 5 urn ist beim derzeitigen Stand 

10 der Technik moglich). Infolgedessen konnen die 
Teilbereiche sehr klein und verhaltnisma/3ig kompll- 
ziert angeordnet sein, woraus sich Vorteile bezug- 
llch der Handhabung und Herstellung des Analyse- 
systems ergeben. Aufierdem erfolgt die Auswer- 

16 tung der Me/Jsignale der Teilbereiche unter identi- 
schen Bedingungen, was zu einer Erhohung der 
MeiBgenauigkeit fuhrt. 

Sofern andere reflexionsoptische MeBverfahren 
eingesetzt werden, mussen sie eine ausreichende 

20 rSumliche Differenzierung ermoglichen. Grundsatz- 
llch sind die in dem einleitend zitierten Artikel von 
SadowskI emvShnten Techniken hierzu geelgnet 
wobei die dort erwahnte Brewsterwinkel-Reflektro- 
metrie und Ellipsometrie bezUglich der Empfind- 

26 lichkeit der Messung einer Dickenanderung mit der 
SPM vergleichbar sind, aber eine geringerere Orts- 
auflSsung und die In dem Artikel enwahnten prakti- 
schen Nachteile haben. Die Messung der totalen 
Inneren Reflexion an einem Lichtleiter, welche in 

30 der Arbeit von Sadowski ebenfalls naher erlautert 
wird, ist (ohne zusatzliche Modifikationen) nur fur 
verhaltnismafiig grobe Strukturen geeignet, weil die 
geringe Dampfung des zugrundeliegenden physi- 
kalischen Mechanismus keine ausreichende latera- 

35 le Auflosung ermoglicht. Durch Einfuhrung kunstli- 
cher Dampfungsmechanismen kann jedoch die la- 
terale Auflosung so erhoht werden, daJ3 auch ein 
solches Verfahren erfindungsgemaB eingesetzt 
werden kann. 

40 

PatentansprUche 

1. Analysesystem zur Bestimmung eines Analy- 
ten in einer fluiden Probe, insbesondere einer 

45 KSrperflussigkeit, mittels einer spezifischen 

Bindungsreaktion zwischen zwei bioaffinen Bin- 
dungspartnern. von denen der eine tragerfixiert 
und der andere frel ist, umfassend Analyseele- 
mente (10) mit einem Testbereich (13), In dem 

50 der tragerfixierte Bindungspartner fixiert ist 

und 

ein Auswertegerat (1) mit einer reflexionsopti- 
schen Mefieinrlchtung (20) zur Erfassung einer 
aus der Bindung des freien Bindungspartners 
55 an den tragerfi xierten Bindungspartner resultie- 

renden Schichtdickenanderung und einer Aus- 
werteeinheit (26) zur Ermittlung des Analyse- 
wertes aus der Schichtdickenanderung, 

7 
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dadurch gekennzelchnet, da/J 
der Testberelch (13) raumlich getrennte Teil- 
bererche (14.15;38,39) mit unterschiedlicher 
Bindeaktivltat des tragerfixierten Bindungspart- 
ners aufweist, die reflexlonsoptische Mefleln- 
richtung (20) zur rSumlich differenzierten Erfas- 
sung der Teilbereiche ausgebildet ist und 
die Auswerteetnheit (26) eine Vergleichseinheit 
zum Vergleich der an den Teilbereichen ge- 
wonnenen MeBsignale aufweist. 

2. Analysesystem nach Anspruch 1 , dadurch ge- 
kennzefchnet, daB die Teilbereiche 
(14,15;38,39) unmittelbar aneinander angren- 

zen. 

3. Analysesystem nach einem der vorhergehen- 
den Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, 
dai3 der Testbereich mindestens zwei Satze 
von Teilbereichen (14a-14c,15a-15c) aufweist, 
welche jeweils einen oder melirere Teilberei- 
che unnfassen, wobei die Teilbereiche des glei- 
chen Satzes die gleiche Bindeaktivltat des tra- 
gerfixierten Bindungspartners aufweisen und 
die Teilbereiche verschredener Satze unter- 
schledliche Bindeaktivitaten des trMgerfixierten 
Bindungspartners aufweisen und die Teilberei- 
che verschiedener Satze in dem Testberelch 
alternierend angeordnet sind. 

4. Anatysesystenn nach Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Teilbereiche (14a- 
14c,15a-15c) eindimenslonal alternierend ange- 
ordnet sind. 

5. Analysesystem nach einem der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzelchnet, 
da0 die Teilbereiche (38,39) mit der Langmuir- 
Blodgett-Technik erzeugt sind. 

6. Analysesystem nach einem der vorhergehen- 
den Anspruche. dadurch gekennzeichnet, 
daj5 die Bindungspartner Streptavidin Oder Avi- 

din und Biotin sind. 

7. Analysesystem nach einem der vorhergehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daJ3 es eine Plasmonenkoppleranordnung (30) 
einschlie/3t und die reflexionsoptische MejSein- 
richtung (20) zur Erfassung der OberflSchen- 
plasmonenresonanz ausgebildet ist. 

8. Analysesystem nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die Mej3einrichtung (20) 
zur OberflSchenplasmonenmikroskople ausge- 
bildet ist. 



den AnsprQche. dadurch gekennzeichnet, 

dafi das AuswertegerSt eine Bildanalyseein- 
richtung (24) aufweist. 

10. Analysesystem nach Anspruch 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das Auswertegerat eine li- 
neare Anordnung lichtempfindltcher Elemente 
aufweist. 

11. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in 
einer fluiden Probe, insbesondere einer Kor- 
perflussigkeit mit Hilfe eines Analysesystems 
nach einem der Anspruche 1-10, dadurch ge- 
kennzelchnet, daJ3 die Probe mit dem Testbe- 
reich derartig kontaktiert wird, dafl sie mit den 
getrennten Teilbereichen in Kontakt steht, die 
an den Teilbereichen gewonnenen Mefisignale 
registriert und in Beziehung zueinander gesetzt 
werden und die Bindeaktivitat des Analyten 
aus der Relation der Mefisignale der Teilberei- 
che ermittelt wird. 



9. Analysesystem nach einem der vorhergehen- 
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